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Tämän opinnäytetyön tarkoitus oli optimoida menetelmää, jota käytetään Turun yliopiston Bio-
lääketieteen laitoksella Funktionaalisten elintarvikkeiden kehittämiskeskuksessa lusiferaasiaktii-
visuuden määrittämiseen transgeenisten hARO-Luc –hiirten rasvakudoksesta ja mesenkymaali-
sista stroomasoluista. hARO-Luc-hiirimallissa on siirrettynä lusiferaasireportteri-geeniin yhdistet-
ty ihmisen CYP19A1-geenin säätelyalue. hARO-Luc-hiirimallissa normaalin aromataasientsyy-
min tuotannon sijasta tuotetaan lusiferaasia. Geenin ilmentyminen voidaan siten määrittää lusi-
feraasiaktiivisuutta mittaamalla. 
CYP19A1-geeni säätelee aromataasientsyymin tuotantoa sekä gonadeissa (kiveksissä ja mu-
nasarjoissa) että rasvakudoksessa ja muissa perifeerisissä kudoksissa. Aromataasientsyymi 
toimii osana estrogeenin tuotantoa. Erityisesti postmenopausaalisilla naisilla aromataasin ilmen-
tymisen ja estrogeenin tuotannon nousun rintojen rasvakudoksissa on todettu esiintyvän rinta-
syövän kanssa samoilla alueilla. 
Menetelmän optimointiin kuului hARO-Luc –hiiriltä kerättyjen maitorauhasten- ja gonadaalisten 
alueiden rasvakudoksien sekä reisi- ja sääriluiden luuytimien mesenkymaalisten stroomasolujen 
altistaminen 250 nM deksametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-hoidoille sekä inkubaatioajan testaaminen 
24:n, 48:n, 72 tunnin sekä 7 päivän jälkeen hoidoille altistamisesta. Rasvakudoksista ja me-
senkymaalisista stroomasoluista analysoitiin lusiferaasiaktiivisuutta kaupallista määritysmene-
telmää käyttäen. 
Optimaaliseksi hoitojen inkubaatioajaksi määritettiin 24 tunnin inkubaatioaika sekä rasvakudok-
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CYP19A1 GENE EXPRESSION IN ADIPOSE 
TISSUE AND MESENCHYMAL STROMAL CELLS 
OF HARO-LUC MICE – Optimizing the detection 
method 
The purpose of this thesis was to optimize the method used in University of Turku, Functional 
Foods Forum for detecting the luciferase activity in adipose tissue and mesenchymal stromal 
cells of the transgenic hARO-Luc mice. The hARO-Luc mouse model contains a luciferase re-
porter gene that is connected to a human CYP19A1 gene regulatory region. Therefore in the 
hARO-Luc mouse model the normal aromatase enzyme production is substituted with luciferase 
production instead. Thus the gene expression can be determined by measuring luciferase ac-
tivity. 
The CYP19A1 gene regulates aromatase enzyme production both in the testis and the ovaries 
as well as in the adipose tissue and other peripheral tissues. Aromatase enzyme functions as a 
part of estrogen production. The increase of aromatase expression and estrogen production in 
areas of the breast adipose tissue (especially with postmenopausal women) is shown to corre-
late with the occurrence of breast cancer in the same areas. 
The optimization of the method consisted of exposition of the collected mammary gland and 
gonadal fat tissues as well as the mesenchymal stromal cells of the femurs and tibias to the 
used dexamethasone and TNFα treatments and then testing incubation time with the options of 
24, 48 and 72 hours as wells as 7 days after the exposition. Luciferase activity of the treatment 
exposed adipose tissues and mesenchymal stromal cells was then analyzed using a commer-
cial detection method. 
The optimal incubation time of the treatments was determined at 24 hours both with the adipose 
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BCA bicinchonic acid assay, kolorimetrinen proteiinin määritys-
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CPU counts per unit, lusiferaasiaktiivisuuden signaaliyksikkö 
DTT dithiothreitol, DL- ditiotreitoli 
Glukokortikoidi steroidihormoni, joka tumareseptoriin kiinnittyneenä siirtyy 
geenin promoottorialueelle ja käynnistää transkription 
HEPES orgaaninen kahtaisioninen puskurointiaine 
iFBS fetal bovine serum, naudan sikiön seerumi 
L-glutamiini soluviljelyssä vaadittavaa aminohappo 
Lusiferaasi mm. tulikärpäsen valoreaktioon osallistuva, luminesenssia 
aiheuttava entsyymi 
PPi inorganic pyrophosphate, epäorgaaninen pyrofosfaatti 
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1 JOHDANTO 
Aromataasi on entsyymi, joka on osana estrogeenin biosynteesiä (Strauss ym. 
2009). Aromataasientsyymiä määrittää CYP19A1-geeni, joka esiintyy sekä 
gonadaalisissa kudoksissa että gonadaalisten kudosten ulkopuolella (Zhao ym. 
2009). Entsyymi toimii katalysoimalla androgeenien muuttumista estrogeeneiksi 
(Termien määritelmät 2014). Postmenopausaalisilla naisilla estrogeenin tuotan-
to siirtyy gonadaalisien alueiden eli sukupuolirauhasten ulkopuolelle ja tapahtuu 
suurimmilta osin rasvakudoksen mesenkymaalisissa soluissa. Estrogeenin taso 
määräytyy siis pääosin rasvakudoksen määrän mukaan. Aromataasin ilmenty-
misen ja sitä kautta estrogeenin pitoisuuden nousun rintojen rasvakudoksen eri 
alueilla on todettu korreloivan rintasyövän esiintymisen kanssa samoilla alueilla. 
Tästä voidaan päätellä, että riski rintasyövän kasvulle ja kehitykselle kasvaa 
rasvakudoksen alueilla, joilla aromataasia ilmentyy enemmän. (Lääketieteen 
termit 2014, Simpson ym. 2002.)  
Turun yliopiston Biolääketieteen laitoksella Funktionaalisten elintarvikkeiden 
kehittämiskeskuksessa käytetään hARO-Luc-hiirimallia, joka on transgeeninen 
(siirtogeeninen) eläinmalli, ihmisen CYP19A1-geenin säätelyn tutkimiseen. Hii-
rien oma cyp19a1-geeni ei ilmenny yhtä laajasti eri kudoksissa, kuten ihmisen 
CYP19A1-geeni ilmenee. Lisäksi hiiren aromataasigeenin säätely poikkeaa 
merkittävästi ihmisen aromataasigeenin säätelystä. Tämän takia tässä opinnäy-
tetyössä käytetään hARO-Luc-hiirimallia, johon on siirretty lusiferaasireportteri-
geeniin yhdistetty ihmisen CYP19A1-geenin säätelyalue. Aromataasientsyymin 
sijasta tuotetaan lusiferaasia, jotta geenin ilmentyminen voidaan määrittää lusi-
feraasiaktiivisuutta mittaamalla. (Strauss ym. 2009.) Hoitojen, joilla CYP19A1-
geenin ilmentymistä tässä opinnäytetyössä stimuloidaan, tiedetään entuudes-
taan stimuloivan CYP19A1- geenin ilmentymistä rasvakudosspesifisen I.4-
promootterin kautta. Näitä hoitoja ovat TNFα (tuumorinekroositekijä alfa) sekä 
deksametasoni (glukokortikoidi). (Simpson ym. 2002.) 
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Tässä opinnäytetyössä pyritään optimoimaan lusiferaasiaktiivisuuden mittaami-
seen käytetyn menetelmän inkubaatioajat siinä käytetyille transgeenisten hA-
RO-Luc -hiirten maitorauhasen rasvakudokselle ja gonadaaliselle rasvakudok-
selle sekä hiirien luuytimistä eristetyille mesenkymaalisille stroomasoluviljelmil-
le. Mesodermistä muodostuvaa alkeiskudosta kutsutaan mesenkyymiksi ja siitä 
peräisin olevia soluja kutsutaan mesenkymaalisiksi soluiksi. Mesenkymaaliset 
solut erilaistuvat muun muassa tukikudoksen- ja veren soluiksi. (Heino & Vuen-
to 2009; Lääketieteen termit 2014.) Rasvakudosten vastetta viljelyolosuhteissa 
testataan kahdella eri tavalla: 1) määrittämällä kauanko rasvakudokset kestävät 
pelkässä elatusaineessa säilyttäen vasteensa CYP19A1-geenin ilmentymistä 
stimuloiville tekijöille ja 2) kauanko lusiferaasiraportoijageenin aktiivisuus on 
mitattavissa rasvakudoksissa CYP19A1-geenin stimulaation jälkeen. Me-
senkymaalisten stroomasolujen soluviljelmistä testataan, kauanko lusiferaasira-
portoijageenin aktiivisuus on mitattavissa soluviljelmissä CYP19A1-geenin sti-
mulaation jälkeen. 
Hoitoina kudoksille ja soluille käytetään 250 nM deksametasonia, joka on glu-
kokortikoidi sekä 5 ng/ml TNFα:a. Hoidetuista näytteistä saatuja tuloksia verra-
taan vastaaviin kuljetinaltistettuihin näytteisiin. Kuljetin valmistetaan etanoliliu-
oksesta samoin, kuten deksametasoniliuos. 
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2 OPINTÄYTETYÖN TEOREETTISET LÄHTÖKOHDAT 
2.1 Aromataasi 
Aromataasi eli aromataasi sytokromi P450 on olennainen entsyymi estrogeenin 
biosynteesissä (Zhao ym. 2009). Aromataasientsyymi on solukalvosidonnainen 
ja se sijaitsee estrogeeniä tuottavien solujen solulimakalvostossa munasarjois-
sa, istukassa, kiveksissä, ihossa sekä rasva- että aivokudoksissa (Lääketieteen 
termit 2014). Aromataasientsyymi toimii katalysoimalla steroidihormonien A-
renkaan muuttumista aromaattiseksi. Se muuttaa androsteenidionia ja testoste-
ronia (androgeenejä) estroniksi ja estradioliksi (estrogeenejä). Toisin sanoen 
aromataasientsyymi vastaa estrogeenibiosynteesin vaiheesta, jossa testostero-
ni muutetaan estradioliksi ja androsteenidioni estroniksi. (Lääketieteen termit 
2014; Termien määritelmät 2014, Zhao ym. 2009.) Sukupuolirauhasten ulko-
puolinen (ekstragonadaalinen) aromataasin ilmentyminen on isossa roolissa 
estrogeenin tuotannossa, erityisesti lihavilla miehillä ja postmenopausaalisilla 
naisilla, joilla munasarjojen aromataasiaktiivisuus ja estrogeenin tuotanto lakkaa 
menopaussin jälkeen (Zhao ym. 2009). Rasvakudoksessa aromataasi ilmentyy 
pääasiallisesti mesenkymaalisissa stroomasoluissa ja preadiposyyteissä (ras-
vasolun esimuoto). Aromataasiekspressiota esiintyy myös muissa me-
senkymaalisissa soluissa, muuan muassa luuytimen mesenkymaalisissa soluis-
sa. (Lääketieteen termit 2014, Simpson ym. 2002.) 
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Kuvio 1. Aromataasin toiminta. Muokattu lähteen (Brodie 2002) kuvasta. 
2.2 CYP19A1-geeni 
Ihmisen CYP19A1-geeni säätelee aromataasientsyymin tuotantoa eri kudoksis-
sa. Tällä hetkellä ihmiseltä tunnetaan yksitoista CYP19A1-geenin ilmentymistä 
säätelevää eksoni-1 –aluetta, joilla kudosspesifiset promoottorit sijaitsevat (esi-
merkiksi II-, I.4- ja I.3-promoottorien on osoitettu toimivan muun muassa rasva-
kudoksessa). Promoottorien säätelyyn voi vaikuttaa erityisesti eri hormoni- ja 
sytokiinihoitojen avulla. (Strauss ym. 2012.) Aromataasin ilmentymistä rasvaku-
doksessa säätelee pääasiassa I.4-promoottori, joka on siis rasvakudosspesifi-
nen promoottori. Tätä promoottoria stimuloi muuan muassa TNFα (tuumorinek-
roositekijä alfa). Tämä faktori toimii saman mesenkymaalisen promoottorin kaut-
ta kuin aromataasigeeni ja vaatii siten glukokortikoideja kostimulaattoreikseen. 
(Santen ym. 2009, Simpson ym. 2002.) 
2.3 Estrogeenit 
Estradioli ja estroni ovat estrogeenejä. Estradioli on naisilla hedelmällisen iän 
pääasiallinen estrogeeni. Ennen menopaussia 90 % estradiolista on peräisin 
munasarjoista. Loput 10 % estradiolista ovat peräisin rasvakudoksessa (and-
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rosteenidionista) syntyvästä estronista. Jo muutamia vuosia ennen menopaus-
sia estradiolin pitoisuus kehossa alkaa vähitellen pienentyä. Estradiolin pitoi-
suus käy lopulta niin pieneksi, että se ei enää pysty kasvattamaan kohdun lima-
kalvoa, jolloin kuukautiset loppuvat (menopaussi). Estroni onkin naisilla meno-
paussin jälkeen kehon pääasiallinen hormoni. (Tiitinen 2009.) Estroni muodos-
tuu rasvakudoksessa androsteenidionista ekstraglandulaarisen (rauhasten ul-
kopuolella tapahtuvan) aromataasin seurauksena. Adrosteenidionin aromatisoi-
tuminen estroniksi tapahtuu rasvakudoksen lisäksi myös muun muassa lihak-
sissa, fibroblasteissa sekä luuytimessä. Postmenopausaalisten naisten suurin 
estradiolin lähde on estroni, vaikka myös testosteronia (normaali estradiolin 
lähde) tuotetaan kudoksissa. (Nathan & Judd 2007.) Estronin tuotto on lisäänty-
nyt lihavilla, postmenopausaalisilla naisilla. Estronia muodostuu siis sitä enem-
män, mitä lihavampi nainen on. Estradiolin biokemiallinen aktiivisuus on estro-
niin verrattuna korkeampi. Postmenopaussissa estronia on kuitenkin noin kolme 
kertaa enemmän kuin estradiolia. (Tiitinen 2009.) 
2.4 Estrogeeni rintasyövässä 
Valtaosa eli noin 70 % rintasyövistä on estrogeenireseptori- (ja progesteronire-
septori) – positiivisia (Huovinen 2004). Runsas määrä estrogeeni- ja progeste-
ronireseptoreita kasvaimessa on yleensä yhteydessä parempaan ennusteeseen 
(Heikkilä 2012). Terveessä rasvakudoksessa estradiolin tuotantoa (aromataasin 
ilmentymistä) säätelee I.4-promoottori eli promoottori kontrolloi estradiolin 
ekstragonadaalista tuotantoa. Tätä promoottoria stimuloi muun muassa rasva-
kudoksen soluissa paikallisesti tuotettu TNFα. Rintasyöpäkudoksessa aroma-
taasin ilmentymisen kasvu kolmin-nelinkertaiseksi johtuukin I.4-promoottorin 
vaihtumisesta II-promoottoriin (normaalisti säätelee gonadaalisten alueiden est-
radiolin tuotantoa). Rintasyöpää esiintyy yleisimmin rintakudoksessa, jossa est-
rogeenin määrä on suurempi. Korkeamman estrogeeni tason vuoksi alueet ovat 
otollisempia rintasyövän kasvulle ja kehitykselle. (Santen ym. 2009, Simpson 
ym. 2002.) Rintasyöpäriskin oletetaan olevan suoraan riippuvainen siitä, kauan-
ko rintarauhanen on ollut alttiina estrogeenin vaikutukselle (Heikkilä 2012). Toi-
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sin sanoen varhainen kuukautisten alkamisikä ja myöhään alkaneet vaihdevuo-
det lisäävät riskiä sairastua rintasyöpään (Huovinen 2014). 
2.5 hARO-Luc-hiirimalli 
hARO-Luc hiirimalli (human aromatase-lusiferase mouse) on transgeeninen 
hiirimalli, jossa ihmisen koko CYP19A1-geenin säätelyalue on yhdistettynä lusi-
feraasin reportterigeeniin. hARO-Luc-hiirimallissa CYP19A1-geenin säätelyalu-
een sisältävään BAC-klooniin (bacterial artiﬁcial chromosome) yhdistettiin lusi-
feraasin reportterigeeni (tulikärpäsistä), joka sitten mikroinjektoitiin hiiren ovo-
syytteihin (munasolun emosolu). Syntyvien poikasten transgeenisyys tarkiste-
taan PCR:n avulla. Transgeenisten hiirten kudosten lusiferaasiaktiivisuus jäljitte-
lee ihmisen CYP19A1-geenin ilmentymisprofiilia. Tämä tarkoittaa siis sitä, että 
aromataasientsyymin tilalla tuotetaankin lusiferaasia ja lusiferaasiaktiivisuutta 
mittaamalla määritetään CYP19A1-geenin ilmentymistä. (Strauss ym. 2012.) 
Transgeenisten hARO-Luc – hiirten lusiferaasiaktiivisuus mitataan kaupallisella 
kitillä käyttäen Victor2 Multilabel Counter -levynlukijaa, jolla mitataan hiiristä ke-
rätyistä rasvakudoksista sekä mesenkymaalisista stroomasoluista niiden tuot-
tamaa luminesenssia. (Lääketieteelliset termit 2014, PerkinElmer 2014, Strauss 
ym. 2012). 
Strauss ym. (2012) kehittivät transgeenisen hiirimallin, jossa ihmisen CYP19A1-
geeni (ihmisen aromataasigeeni) on yhdistettynä lusiferaasin reportteri – gee-
niin. Hiiriin geeni saatiin käyttämällä tulikärpäsen lusiferaasia sisältävää BAC-
kloonia, joka mikroinjektoitiin hedelmöityneeseen hiiren varhaismunasoluun 
(ovosyyttiin). Transgeeniset hiiret erotettiin ei-transgeenisistä syntyneistä poika-
sista otetuista häntä- ja korvabiopsioista eristetystä DNA:sta. Hiiren kudosten 
lusiferaasiaktiivisuus jäljittelee ihmisen CYP19A1-geenin ilmentymistä eli lusi-
feraasiaktiivisuus ilmaisee aromataasigeenin ilmentymistä. Hiirimallin koirashii-
rillä lusiferaasiaktiivisuus on korkeampi virtsarakossa ja rakkularauhasissa kuin 
kiveksissä. Vastaavasti CYP19A1-geenin ja P450arom-proteiinin ilmentyminen 
havaittiin ihmisen vastaavissa kudoksissa. Tällä kyseisellä kehitetyllä reportteri-
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hiirimallilla voidaan siis toteuttaa tutkimuksia ihmisen CYP19A1-geenin kudos-
spesifiseen säätelyyn liittyen. 
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3 OPINNÄYTETYÖN TARKOITUS JA TAVOITTEET JA 
TEHTÄVÄT 
Tämän opinnäytetyön ensisijaisena tarkoituksena oli optimoida inkubaatioaika, 
jota transgeenisistä hARO-Luc–hiiristä kerättyjen rasvakudosten hoitojen vaikut-
tamiseen käytetään. Tarkoituksena oli siis testata onko tällä hetkellä käytetty 24 
tunnin inkubaatioaika optimaalinen deksametasoni- ja TNFα-hoitojen vaikutta-
miseen vai saadaanko kudoksista vaste pidemmän ajan hoidoissa. Tämä mää-
ritetään siis mittaamalla kudosten lusiferaasiaktiivisuutta. Tarkoituksena oli 
myös määrittää, kuinka kauan kudosta voi kaiken kaikkiaan viljellä ilman, että 
aromataasigeenin ilmentyvyyden mitattavuus kärsii.  
Opinnäytetyön tarkoituksena oli määrittää optimaalinen hoitojen vaikuttamiseen 
käytetty inkubaatioaika myös kyseisten transgeenisten hARO-Luc–hiirien reisi- 
ja sääriluista (engl. femur, tibia) kerätyillä mesenkymaalisilla stroomasoluilla. 
Myös mesenkymaalisista soluista mitattiin aromataasigeenin ilmentymisen mi-
tattavuutta stimulaation jälkeen. 
Opinnäytetyön tavoitteena oli tarkentaa menetelmää sekä mahdollisesti helpot-
taa rasvakudoksen sekä mesenkymaalisten solujen viljelyvaihetta. Tarkemman 
optimaalisen inkubaatioajan määritys mahdollisti tarkempien tietojen saamisen 
hoitojen vaikuttavuudesta rasvakudokseen ja mesenkymaalisiin soluihin. Tavoit-
teena oli myös määrittää rasvakudoksen sekä mesenkymaalisten solujen kes-
tävyys hoidoissa, jos niitä ei kerätäkään 24 tunnin inkubaatioajan jälkeen. Ta-
voitteena oli määrittää, voiko inkubaatioajan pidentäminen mahdollisesti tehos-
taa hoitojen vaikutusta ja siten parantaa tuloksien tarkkuutta. Vaikka inkubaa-
tioajan pidentäminen ei vaikuttaisi tuloksiin, rasvakudoksen ja mesenkymaalis-
ten solujen säilyminen yli vuorokauden helpottaisi näytteiden viljelyä lisäämällä 
menetelmän joustavuutta. 
Opinnäytetyön tehtäviä olivat maitorauhasten- ja gonadaalisten alueiden rasva-
kudoksen sekä reisi- ja sääriluiden luuytimestä mesenkymaalisten stroomasolu-
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jen kerääminen hARO-Luc-hiiriltä, niiden viljely ja kudoksien ja solujen altista-
minen 250 nM deksametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-hoidoille sekä lusiferaasiaktiivi-
suuden mittaaminen 24:n, 48:n, 72 tunnin sekä 7 päivän jälkeen hoidoille altis-
tamisesta. Rasvakudoksista analysoidaan lusiferaasiaktiivisuutta kaupallista 
Luciferase Assay Kit (BioThema) –määritysmenetelmää käyttäen ja lusi-
feraasiaktiivisuus suhteutetaan aina kyseisen rasvakudospalan painoon. Me-
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4 OPINNÄYTETYÖN KÄYTÄNNÖN TOTEUTUS 
4.1 Opinnäytetyön toteutussuunnitelma  
Tälle opinnäytetyölle haettiin toimeksiantosopimus bioanalytiikan koulutusoh-
jelman päälliköltä Leila Tiilikalta keväällä 2014. Tämä opinnäytetyö tehtiin Turun 
yliopiston Biolääketieteen laitoksella Funktionaalisten elintarvikkeiden kehittä-
miskeskuksessa. Aineistona tässä opinnäytetyössä oli seitsemän yksilön otos 
siirtogeenisistä koiras ja naaras hARO-Luc-hiiristä. Kokeille oli haettu koe-
eläinlupa kansalliselta ELLA-koe-eläinlautakunnalta (lupanumero 
7471/04.10.03/2012). Aineiston keruu tapahtui maalis- ja huhtikuun aikana ke-
väällä 2014. Aineiston keruusta ja näytteiden analysoinnista johtuvat kustan-
nukset maksoi opinnäytetyön aiheen antaja eli Funktionaalisten elintarvikkeiden 
kehityskeskuksen Professori Sari Mäkelän tutkimusryhmä. Tämän opinnäyte-
työn ohjaajana toimi dosentti Niina Saarinen-Aaltonen ja ohjaavana opettajana 
toimi yliopettaja Ilari Suominen Turun ammattikorkeakoulusta. 
4.2 Opinnäytetyön metodologiset lähtökohdat 
Kvantitatiivinen tutkimus eli määrällinen tutkimus perustuu aiempien tutkimusten 
johtopäätöksiin ja teoriaan. Olennaista kvantitatiivisissa tutkimuksissa on, että 
kerättävä havaintoaineisto soveltuu määrälliseen eli numeeriseen mittaamiseen. 
Otantasuunnitelmassa määritellään perusjoukko, johon tulosten tulee päteä. 
Tästä perusjoukosta otetaan otos, jonka avulla määritetään tulokset koko perus-
joukolle. Havaintoaineistossa ei käsitellä yksittäisiä tapauksia vaan sitä käsitel-
lään objektiivisesti kokonaisuutena. Kvantitatiivisissa tutkimuksissa havaintoai-
neisto saatetaan tilastollisesti käsiteltävään muotoon, jotta päätelmät voitaisiin 
tehdä tilastolliseen analysointiin perustuen. (Hirsijärvi, Remes & Sajavaara 
2004.) 
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Tämä opinnäytetyö on kvantitatiivinen opinnäytetyö, koska tämän opinnäytetyön 
havaintoainestoa varten oli valittu etukäteen transgeenisiksi määritettyjen hiirten 
joukosta (perusjoukko) seitsemän hiirtä (otos). Näiden hiirten rasvakudoksesta 
sekä reisi- ja sääriluiden mesenkymaalisista soluista muodostettiin riittävä ai-
neisto, jonka avulla inkubaatioajat optimoitiin. Rasvakudoksien viljelyvaiheessa 
eri hiiristä kerätyt näytteet pidettiin toisistaan erillään, jotta aineiston avulla voi-
taisiin nähdä, esiintyykö hiirien välillä vaihtelua. Eri hiirten mesenkymaaliset so-
lut puolestaan kerättiin yhteen, jotta soluja saatiin tarpeeksi. Yhteen kerätyt so-
lut jaettiin riittävän moneen kuoppaan kuoppalevyille, jotta inkubaatioaika voitiin 
optimoida. Rinnakkaiset tulokset tilastoitiin Microsoft Excel-ohjelmalla, ja tulok-
set esitettiin kuvaajien avulla käyttäen GraphPad Prism -ohjelmaa. 
4.3 Opinnäytetyön eettiset lähtökohdat 
Tälle opinnäytetyölle on olemassa tarvittavat ja asianmukaiset tutkimusluvat. 
Eettiset näkökohdat koskivat tässä opinnäytetyössä lähinnä eläinkokeita ja koe-
eläinten kohtelua, joten informoitavia tutkimushenkilöitä ei ollut. Eläinkokeiden 
tekeminen on luvanvaraista toimintaa, joten niille on aina haettava lupa valtio-
neuvoston asettamalta eläinkoelautakunnalta (KEK 2014). Tämän opinnäyte-
työn hankelupa on nimellä: Estrogeenituotannon säätelyn tutkiminen lusi-
feraasiraportoijahiirillä, lupanumero 7471/04.10.03/2012. 
Hiirten lopettamisen hyväksyttävällä menetelmällä suoritti koe-eläinkurssin käy-
nyt tämän opinnäytetyön ohjaaja. Koska koe-eläinten perimää on muokattu kei-
notekoisesti, ovat kyseiset koe-eläimet eläinsuojeluvirannomaisten lisäksi myös 
geenitekniikkalautakunnan valvonnassa. (KEK 2009.) Geenitekniikka voidaan 
määritellä esimerkiksi seuraavalla tavalla: tekniikka, joissa organismiin viedään 
suoraan organismin ulkopuolella valmistettua tai muunnettua perintöainesta, 
mukaan lukien mikro- ja makroinjektio (Geenitekniikkalaki 377/1995, Valtioneu-
voston asetus geenitekniikasta 928/2004). Tämä opinnäytetyö tehtiin hyviä tie-
teellisiä käytäntöjä noudattaen eli sitä tehdessä noudatettiin rehellisyyttä, yleistä 
huolellisuutta ja tarkkuutta. Työvaiheet kirjattiin laboratoriopäiväkirjaan. (Hyvä 
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tieteellinen käytäntö 2012.) Alkuperäiset tulokset säilytetään yliopiston ohjeiden 
mukaisesti vähintään 10 vuotta. 
Opinnäytetyön tarkoituksena on nopeuttaa ja tarkentaa menetelmää, jolla lusi-
feraasiaktiivisuutta mitataan hiirten rasvakudoksista sekä mesenkymaalisista 
soluista. Optimoimalla menetelmää, pystytään tarkentamaan tuloksia ja saa-
maan menetelmä mahdollisesti toimivammaksi, joka vähentäisi eläinkokeiden 
tekemistä. 
4.4 Maitorauhasten- ja gonadaalisen rasvakudoksen kerääminen 
Sekä naaras- että koiras-hARO-Luc –hiiriltä kerättiin talteen rasvakudos samoil-
ta alueilta. Neljän naarashiiren maitorauhasten rasvakudos kerättiin välttäen 
imusolmukkeet. Kolmen koirashiiren rasvakudos kerättiin vastaavilta alueilta 
edelleen välttäen imusolmukkeita. Gonadaalinen rasvakudos kerättiin talteen 
hiiriltä sukupuolielimiä ympäröivältä alueelta. Rasvakudos jaettiin suurin piirtein 
samankokoisiin kudospaloihin, jotka punnittiin yksitellen ja laitettiin sitten 24 
kuopan kuoppalevylle ennalta tehtyyn DMEM/F12 – elatusaineeseen, johon oli 
lisätty penisilliiniä ja streptomysiiniä. Rasvakudospalojen painot ja paikat merkit-
tiin tarkasti ylös. Ennen hoitojen laittamista rasvakudoksien rakennetta hajotet-
tiin kevyesti kirurginveitsellä, jotta hoidot pääsivät vaikuttamaan paremmin. Ku-
doksia säilytettiin 37 °C –asteen kosteutetussa lämpökaapissa, jossa oli 5 % 
hiilidioksidia. 
4.5 Mesenkymaalisten stroomasolujen kerääminen 
Rasvakudoksen keräämisen yhteydessä kaikilta kolmelta koirashiireltä kerättiin 
myös takajalkojen reisi- ja sääriluut, jotka laitettiin ensin fosfaattipuskuroituun 
suolaliuokseen (PBS). Luista leikattiin yksitellen päät pois ja luuytimen solut 
huuhdeltiin ennalta tehdyllä luuytimen solujen elatusaineella (Liite 3) ruiskun ja 
neulan avulla ulos luista. Kaikista luista saadut solut kerättiin yhteen putkeen.  
Solut sentrifugoitiin ja pelletti suspensoitiin 2 ml samaa αMEM-elatusainetta 
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käyttäen. Solujen määrä laskettiin käyttäen Bürkerin kammiolaskentaa ja solut 
laitettiin 1 miljoona solua/cm2 T75-soluviljelypulloon 13 ml αMEM-
elatusaineeseen. Solujen elatusaine vaihdettiin kertaalleen ennen solujen jaka-
mista kolmeen T75-soluviljelypulloon (1 ml solususpensiota ja 12 ml αMEM-
elatusainetta). Kudoksia säilytettiin 37 °C –asteen kosteutetussa lämpökaapis-
sa, jossa oli 5 % hiilidioksidia. Solut irrotettiin soluviljelypullojen pohjalta käyttä-
en trypsiiniä. Irrotetut solut yhdistettiin taas yhteen putkeen, joka sentrifugoitiin 
ja pelletti suspensoitiin 4 ml αMEM-elatusainetta. Solujen määrä tarkistettiin 
taas Bürkerin kammiolaskentaa käyttäen ja varmistettiin, että soluja on tarpeek-
si opinnäytetyötä varten. Solut jaettiin 12 kuopan kuoppalevyille 56 μl (noin 
70000 solua) solususpensiota ja 1,5 ml αMEM-elatusainetta aina yhteen kuop-
paan. 
4.6 Käytetyt elatusaineet 
Rasvakudosten elatusaineena käytettiin HEPES:iä ja L-glutamiinia (Gibco®) 
sisältävää DMEM/F-12 – elatusainetta (Life technologies), johon lisättiin Penicil-
lin/Streptomycin - antibioottia (Gibco®). Opinnäytetyössä käytetyt rasvakudok-
sien hoidot laimennettiin tällä elatusaine-antibioottiyhdistelmällä. 
Mesenkymaalisten stroomasolujen elatusaineena käytettiin αMEM-
elatusainepohjaista (Gibco®) elatusainetta. Työohjeen mukaan tehty elatusaine 
sisälsi αMEM-elatusainetta, HEPES:iä (Gibco®), L-Glutamiinia (Gibco®), Pe-
nicillin/Streptomycin - antibioottia (Gibco®), Fungizone® Antimycotic (Gibco®) – 
antibioottia sekä iFBS:ia (USA, Gibco®). Mesenkymaalisten stroomasolujen 
viljelyvaiheessa käytettiin elatusainetta, jossa oli mukana myös deksametasonia 
(1∙10-6 M). Hoidot laimennettiin αMEM-elatusaineeseen, josta deksametasoni 
jätettiin pois. 
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4.7 Kuljettimen ja hoitojen laimentaminen 
Sekä rasvakudoksille että mesenkymaalisille stroomasoluille käytettiin saman 
vahvuisia hoitoja, jotka laimennettiin yllämainittuihin elatusaineisiin. Dek-
sametasoni-hoidon pitoisuus laimennettiin 1∙10-2 M etanoliliuoksesta elatusai-
neella 250 nM vahvuiseksi. hR TNFα –hoidon (Sigma T0157) pitoisuus laimen-
nettiin 10 mg/ml vahvuisesta fosforipuskuriliuoksesta elatusaineella 5 ng/ml 
vahvuiseksi. Kummatkin hoidot laimennettiin siten, että lopullinen pitoisuus lai-
mennettiin yhteen elatusainetta sisältävään putkeen. Putkesta pystyttiin siis pi-
petoimaan hoidot samaan kuoppaan yhdellä kerralla. 
Myös kuljetin laimennettiin rasvakudoksille ja mesenkymaalisille stroomasoluille 
samalla tavalla etanoliliuoksesta. Kuljettimien elatusaineet sisälsivät siis ainoas-
taan etanolia ja elatusainetta. Kuljettimien laimennetulla etanolilla korvattiin 
deksametasoni-liuoksen etanolin määrä hoitojen elatusaineessa, jotta kuljetti-
mien- ja hoitojen elatusaineiden olosuhteet olisivat mahdollisimman samanlai-
set.  
4.8 Menetelmän optimointi maitorauhasten- ja gonadaalisilla rasvakudoksilla 
Maitorauhasten- ja gonadaalisen rasvakudoksien menetelmän optimointi aloitet-
tiin kolmen koirashiiren rasvakudoksilla. Rasvakudoksista haluttiin määrittää 
kauanko rasvakudokset kestävät pelkässä elatusaineessa säilyttäen herkkyy-
tensä CYP19A1-geeniekspressiota stimuloiville tekijöille. Maitorauhasten- ja 
gonadaaliset rasvakudokset pidettiin erillään. Jokaisen hiiren kahteen ensim-
mäisen kudospalan (sekä maitorauhasten- että gonadaalisen rasvakudoksen) 
kuoppaan lisättiin kuljetin (yhteen) ja 250 nM deksametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-
hoidot (toiseen) kuoppaan. Lopuissa kudosten kuopissa oli DMEM/F-12 – ela-
tusainetta. Hoitojen annettiin vaikuttaa 24 tuntia 37 °C-asteessa, jonka jälkeen 
stimuloidut kudokset kerättiin merkittyihin homogenointi-putkiin (sisältävät pieniä 
keraamisia kuulia) ja pakastettiin -70 °C-asteeseen. Seuraaviin kahteen kudos-
palaan (jokaiselta hiireltä) vaihdettiin samalla kertaa kuljetin omaan kuoppaan ja 
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250 nM deksametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-hoidot toiseen kuoppaan. Hoitojen 
annettiin vaikuttaa taas 24 tuntia 37 °C-asteessa, jonka jälkeen ne kerättiin 
merkittyihin homogenisointi-putkiin ja pakastettiin -70 °C-asteeseen. Sama tois-
tettiin edelleen 72 tuntia ja 7 päivää elatusaineessa olleille kudospaloille.  
Naarashiirten maitorauhasten- ja gonadaalisilla rasvakudoksilla testattiin, kau-
anko lusiferaasiaktiivisuus on mitattavissa rasvakudoksissa CYP19A1-geenin 
stimulaation aikana. Optimointi aloitettiin laittamalla kuljetin ja 250 nM dek-
sametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-hoidot kaikkiin kudospalojen kuoppiin samalla ker-
ralla, siten että kaikille testattaville inkubaatioajalle oli yksi kuljetin- ja yksi hoito-
jen kuoppa jokaista naarashiirtä kohden (maitorauhasten- ja gonadaaliset ras-
vakudokset pidettiin erillään). Rasvakudospalat olivat samoissa elatusaineissa 
koko optimoinnin ajan. Jokaisen hiiren kudospaloista kerättiin yksi kuljetin-
elatusaineessa ja yksi hoitojen elatusaineessa ollut kudospala aina 24, 48, 72 
tunnin ja 7 päivän inkubaatioajan jälkeen. Kaikki stimuloidut kudospalat kerättiin 
merkittyihin homogenointi-putkiin ja säilytettiin -70 °C-asteisessa pakastimessa. 
Kudokset inkuboitiin 37 °C-asteessa. 
4.9 Menetelmän optimointi mesenkymaalisilla stroomasoluilla 
Mesenkymaalisilla stroomasoluilla testattiin, kauanko lusiferaasiaktiivisuus on 
mitattavissa soluviljelmissä CYP19A1-geenin stimulaation jälkeen. Ennen hoi-
doille altistamista kuoppalevyiltä tarkistettiin, että solut peittivät vähintään 70 % 
kuoppien pohjien pinta-alasta. Kuoppiin laitettiin samat 250 nM deksametasoni- 
ja 5 ng/ml TNFα-hoidot ja kontrollisoluille vastaavasti kuljetin elatusaineessa. 
Hoitojen annettiin vaikuttaa 24 tuntia 37 °C-asteessa. Vuorokauden jälkeen hoi-
dot ja kuljetin otettiin pois kuopista ja kuoppien solut huuhdeltiin PBS:llä. En-
simmäisistä neljästä kuljetin- ja hoitokuoppaparista kerättiin solut talteen, lop-
puihin kuoppiin laitettiin αMEM-elatusaine. Lopuista kuopista kerättiin sama 
määrä soluja 48 ja 72 tunnin sekä 7 päivän jälkeen. Solut kerättiin kuopista ha-
jottamalla ne (PBS-huuhtelun) jälkeen käyttäen Tropin® soluhajotusliuosta 
(engl. lysis solution), jossa oli mukana 1 μl 1M DTT:ä millilitrassa soluhajotus-
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liuosta.  Kerätyt solut säilytettiin etukäteen merkityissä eppendorf-putkissa -70 
°C-asteessa. 
4.10 Lusiferaasiaktiivisuuden mittaaminen  
Rasvakudokset homogenisoitiin ennen lusiferaasiaktiivisuuden mittaamista oh-
jeen mukaan tehdyllä soluhajotusliuoksella. Liuos tehtiin jäillä 50 x TAE-
puskurista (pH 8.0), 0,5 M EDTA (pH 8.0), glyserolista, Triton-X-100 (ioniton 
tensidi), tislattua vettä, 1M DTT sekä yksi Rochen proteaasinestäjä –minitabletti 
20 ml soluhajotusliuosta kohden. Soluhajotusliuos pipetoitiin homogenointi-
putkiin. Rasvakudokset pidettiin jäillä työvaiheiden välissä. Rasvakudosten ho-
mogenointi tehtiin MP Homogenisaattorilla. Homogenisoinnin jälkeen rasvaku-
dokset sentrifugoitiin 4 °C-asteessa (3000 rpm) 30 minuuttia. Supernatantti ke-
rättiin uusiin merkittyihin eppendorf-putkiin, jotka pidettiin edelleen jäillä. Super-
natantit pipetoitiin 96 kuopan kuoppalevylle (Lumitrac 200) jättäen ensimmäisen 
rivin kuoppalevystä soluhajotusliuokselle taustojen mittaamista varten. Lusi-
feraasiaktiivisuus mitattiin näytteistä Victor2 Multilabel Counter –laitteella Lucife-
rase Assay Kitiä (BioThema) käyttäen (Liite 1). Luciferase Assay Kitin kaksi 
substraattia, ATP ja D-lusiferiini, lisättiin ohjeen mukaisesti näytteisiin. Rea-
genssit sisältävät myös magnesiumioneja, PPi:tä, DTT:tä sekä BSA:ta. Näyt-
teissä oleva lusiferaasientsyymi katalysoi reaktiota, jossa ATP muuttuu AMP:ksi 
seuraavasti: 
ATP + D-lusiferiini + O2 → AMP + PPi + oksilusiferiini + CO2 + valo 
Kaava 1. Lusiferaasimittauksen reaktioyhtälö. 
Reaktiossa syntyi valoa ja tätä havaittua valonmäärää mitattiin luminesenssina 
Victor2 Multilabel Counter –laitteella. 
Mesenkymaaliset stroomasolut hajotettiin niiden keräämisen yhteydessä Tro-
pix® soluhajotusliuoksella, joten homogenointi-vaihetta ei tehty. Mesenkymaali-
set solut pipetoitiin 96 kuopan kuoppalevylle jättäen ensimmäisen rivin kuoppa-
levystä soluhajotusliuokselle. Mesenkymaalisten solujen lusiferaasiaktiivisuuden 
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mittaaminen tehtiin samalla Victor2 Multilabel Counter –laitteella Luciferase As-
say Kitiä (BioThema) käyttäen (Liite 1). 
Rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuus suhteutetaan kudospalojen painoihin. Me-
senkymaalisten solujen lusiferaasiaktiivisuus suhteutetaan kyseisen näytteen 
proteiinimäärään. Näytteiden proteiinimäärä määritettiin käyttäen BCA Protein 
Assay Kitiä (Pierce). Proteiinimäärityksessä (Liite 2) mitataan näytteiden absor-
banssia spektrofotometrillä aallonpituudella 562 nm. 96 kuopan kuoppalevyn 
alkuun pipetoitiin työohjeen mukaan soluhajotusliuoksesta PBS:llä laimennettu 
standardisuora (kaksi rinnakkaista per pitoisuus). Standardisuoran näytekaivo-
jen perään pipetoitiin mitattavat näytteet (kaksi rinnakkaista per näyte). Näytteet 
analysoitiin käyttäen edelleen saman Victor2 Multilabel Counter –laitteen BCA-
analyysia. BCA Protein Assay Kitin reagenssit A ja B sekoitettiin työohjeen mu-
kaisesti 50:1 ja lisättiin standardisuoran- ja näytteiden näytekaivoihin. Periaat-
teena on reagenssien kupari-ionien Cu2+ pelkistyminen Cu1+-ioneiksi näytteiden 
proteiinin toimesta. Pelkistyminen on siis verrannollinen läsnäolevan proteiinin 
määrään. BCA reagoi pelkistyneiden Cu1+-ionien kanssa muodostaen violetin 
värisen reaktiotuotteen emäksisessä ympäristössä. Reaktion vahvuutta mita-
taan spektrofotometrillä (aallonpituudella 562 nm). (Thermo Scientific 2014.) 
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 
5.1 Lusiferaasiaktiivisuus maitorauhasten- ja gonadaalisessa rasvakudoksessa 
koirashiirillä 
Maitorauhasten- ja gonadaaliset rasvakudokset pidettiin erillään. Naaras- ja koi-
rashiirten kudoksien lusiferaasiaktiivisuus testattiin erikseen. Kuljettimien ja hoi-
tojen välistä eroa tutkimalla saadaan selville paljonko itse 250 nM deksameta-
soni ja 5 ng/ml TNFα -hoidot ovat vaikuttaneet rasvakudoksiin, eikä vain inku-
baatio-olosuhteet (esim. deksametasonissa oleva etanoli). Jokaisen inkubaatio-
ajan kuljettimen ja hoitojen välillä on oltava selkeä ero ja CPU:n on oltava sekä 
kuljettimissa että hoidoissa selkeästi yli nollan (0 CPU/mg). 
Koirashiirten maitorauhasten rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuus (Kuvio 2.) 
säilyy rasvakudoksissa kolmen ensimmäisen vuorokauden ajan pelkässä ela-
tusaineessa (kuljetin ja hoidot uusittiin aina vuorokaudeksi kyseisiin rasvaku-
doksiin). 48 tunnin inkubaation (p <0,05) ja 72 tunnin inkubaation (p < 0,05) kul-
jettimien ja hoitojen välinen ero oli jokseenkin merkitsevä. 24 tunnin inkubaa-
tiossa kuljettimen vaste hoitoihin verrattuna on liian korkea, joten ero ei ole 
merkitsevä (p >0,1). Seitsemän päivän jälkeen maitorauhasten rasvakudoksista 
ei enää saada tarpeeksi suurta vastetta.  
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Kuvio 2. Koirashiirten maitorauhasen rasvakudoksen lusiferaasiaktiivisuus. Kul-
jettimien- ja hoitojen arvojen keskiarvot (CPU/mg) ja keskihajonnan virhepalkit. 
Hoidot uusittiin kudosviljelmiin aina 24 tunnin välein. 
 
Kuljettimen lusiferaasiaktiivisuuteen suhteutettujen arvojen (Kuvio 3) avulla nä-
kee paremmin kuljettimien ja hoitojen väliset erot. 24 tunnin inkubaatioajan kul-
jettimen lusiferaasiaktiivisuus (suhteellinen CPU) on normaalia korkeampi, mut-
ta on silti matalampi kuin saman inkubaatioajan hoitojen CPU. 24 tunnin inku-
baation jälkeen kuljettimen ja hoitojen lusiferaasiaktiivisuudet ovat kuitenkin yli 
200 CPU/mg, vaikka ero ei olekaan merkittävä (p >0,1). Seitsemän päivän in-
kubaation jälkeen tulokset näyttävät korkeammilta suhteutetuissa arvoissa (Ku-
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Kuvio 3. Koirashiirten maitorauhasen rasvakudoksen kuljetinkontrolliin suhteu-
tettu lusiferaasiaktiivisuus. Kuljettimen keskiarvo on asetettu arvoon 1. Hoitojen 
suhteutetut arvot on jaettu kyseisen inkubaatioajan kuljettimien keskiarvolla. 
 
Koirashiirten gonadaalisen rasvakudoksen lusiferaasiaktiivisuus (Kuvio 4.) säi-
lyy kudoksissa maitorauhasten rasvakudoksen tavoin kolme vuorokautta pel-
kässä elatusaineessa (kuljetin ja hoidot laitettiin aina vuorokaudeksi kyseisiin 
rasvakudoksiin). Seitsemän päivän jälkeen gonadaalisesta rasvakudoksesta ei 
enää saatu tarpeeksi suurta vastetta.  Gonadaalisen rasvakudoksen 24 tunnin 
inkubaatioajan rasvakudospaloista onnistuttiin saamaan hoidoilla korkeampi ja 
selkeämpi lusiferaasiaktiivisuuden nousu kuin maitorauhasten vastaavista ras-
vakudospaloista. Koiraiden gonadaalisesta rasvakudoksesta ainoastaan 24 
tunnin inkubaation jälkeen saatiin kuljettimien ja hoitojen välille tilastollisesti 
merkitsevä ero (p <0,01). 48 tunnin (p >0,1) ja 72 tunnin (p >0,1) inkubaatioiden 
jälkeen lusiferaasiaktiivisuutta onnistuttiin stimuloimaan, mutta tilastollisesti erot 
kuljettimien ja hoitojen välillä eivät olleet merkitseviä. 
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Kuvio 4. Koirashiirten gonadaalisen rasvakudoksen lusiferaasiaktiivisuus. Kul-
jettimien- ja hoitojen arvojen keskiarvot (CPU/mg) ja keskihajonnan virhepalkit. 
Hoidot uusittiin kudosviljelmiin aina 24 tunnin välein. 
 
Koirashiirten gonadaalisen rasvakudoksen suhteutettujen lusiferaasiaktiivisuus-
arvojen (Kuvio 5.) avulla nähdään tarkemmin lusiferaasiaktiivisuuden lasku, mi-
tä pidemmälle inkubaatioajoissa mennään. Voimakkaimmat vasteet saatiin siis 
24 tunnin inkubaatioajan rasvakudoksista. Gonadaalisessa rasvakudoksessa, 
maitorauhasten rasvakudosten tavoin, seitsemän päivän inkubaatioajan tulokset 
vaikuttavat korkeammilta suhteutetuissa arvoissa, mutta niiden alkuperäiset 
arvot (Kuvio 4.) ovat erittäin matalat.  
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Kuvio 5. Koirashiirten gonadaalisen rasvakudoksen kuljetinkontrolliin suhteutet-
tu lusiferaasiaktiivisuus. Kuljettimen keskiarvo on asetettu arvoon 1. Hoitojen 
suhteutetut arvot on jaettu kyseisen inkubaatioajan kuljettimien keskiarvolla. 
5.2 Lusiferaasiaktiivisuus maitorauhasten rasvakudoksessa naarashiirillä 
Naarashiirten rasvakudoksista testattiin rasvakudospalojen säilyvyyttä elatusai-
neessa, joka sisältää kuljettimen tai hoidot. Myös naarashiirillä hoidot laitettiin 
sekä maitorauhasten- että gonadaalisiin rasvakudoksiin. Lusiferaasiaktiivisuutta 
mitattaessa huomattiin, että naarashiirten gonadaalisen rasvakudoksen kudos-
paloista ei saatu mitattua lusiferaasiaktiivisuutta edes analyysin uusimisen jäl-
keen. Rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuutta naarashiirillä tarkastellaan siksi 
vain maitorauhasten rasvakudoksista. Lusiferaasiaktiivisuuden mittaamisen yh-
teydessä todettiin myös, että yksi naarashiiristä ei ollutkaan transgeeninen eli 
hiirestä kerätyissä näytteissä ei ollut lusiferaasiaktiivisuutta. Kyseisen hiiren tu-
lokset poistettiin kuvioista.  
Naarashiirten maitorauhasten rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuus hoito- ja kul-
jetinelatusaineissa eri inkubaatioajoilla (Kuvio 6.) on havaittavissa kolmen vuo-
rokauden inkubaation jälkeen. Ainoastaan 24 tunnin inkubaation (p <0,05) jäl-
keen kuljettimen ja hoitojen välinen ero on tilastollisesti merkitsevä. 48 tunnin ja 
72 tunnin inkubaatioiden jälkeen lusiferaasiaktiivisuutta onnistuttiin stimuloi-
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maan, mutta kuljettimien ja hoitojen välinen ero ei ollut tilastollisesti merkitsevä 
(p >0,1). Seitsemän päivän jälkeen lusiferaasiaktiivisuus on tippunut kokonaan 
alas. Alkuperäiset Excel-ohjelmalla käsitellyt tulokset olivat negatiivisia (kudok-
sesta saatu lusiferaasiaktiivisuus oli matalampi kuin mittauksen yhteydessä 
määritetty taustan valon emissio), joten kuvioon ne on syötetty nollana (0 
CPU/mg). 72 tunnin inkubaatioajan kuljettimen ja hoitojen välinen ero on pieni ja 
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Kuvio 6. Naarashiirten maitorauhasten rasvakudoksen lusiferaasiaktiivisuus. 
Kuljettimien- ja hoitojen arvojen keskiarvot (CPU/mg) ja keskihajonnan virhepal-
kit. Rasvakudokset olivat samassa elatusaineessa optimoinnin ajan. 
Naarashiirten gonadaalisen rasvakudoksen suhteutettujen lusiferaasiaktiivi-
suusarvojen (Kuvio 7.) avulla nähdään, että lusiferaasiaktiivisuus laskee sitä 
enemmän, mitä pidempi inkubaatioaika on. Selkeimmin lusiferaasiaktiivisuuden 
stimuloitavuus on nähtävissä 24:n ja 48 tunnin inkubaatioajoissa. 72 tunnin in-
kubaation jälkeinen lusiferaasiaktiivisuuden nousu ei ole tarpeeksi selkeä. Seit-
semän päivän inkubaatioajan jälkeiset tulokset on syötetty kuvioon (Kuvio 7.) 
nollana (0 CPU/mg). 
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Kuvio 7. Naarashiirten maitorauhasen rasvakudoksen kuljetinkontrolliin suhteu-
tettu lusiferaasiaktiivisuus. Kuljettimen keskiarvo on asetettu arvoon 1. Hoitojen 
suhteutetut arvot on jaettu kyseisen inkubaatioajan kuljettimien keskiarvolla. 
5.3 Lusiferaasiaktiivisuus mesenkymaalisissa stroomasoluissa koirashiirillä 
Mesenkymaaliset stroomasolut laitettiin kaikki hoitoihin ensimmäisen 24 tunnin 
ajaksi. Tuloksista nähdään pysyykö lusiferaasiaktiivisuus samalla tasolla eri in-
kubaatioaikojen jälkeen. Mesenkymaalisista stroomasoluista saadut lusi-
feraasiaktiivisuudet ovat huomattavasti korkeampia kuin rasvakudosten lusi-
feraasiaktiivisuudet. Mesenkymaalisten stroomasolujen suhteutettujen lusi-
feraasiaktiivisuuksien avulla voidaan vertailla tuloksia myös rasvakudoksien 
vastaaviin tuloksiin. 
Mesenkymaalisista stroomasoluista saatiin vaste kaikilta eri inkubaatioajoilta 
(Kuvio 8). Tosin ainoastaan 24 tunnin inkubaatioajan kuljettimen ja hoitojen vä-
linen ero (p <0,001) on tilastollisesti merkitsevä. 48 tunnin (p <0,1) ja 72 tunnin 
(p >0,1) sekä 7 päivän inkubaation jälkeiset hoitojen lusiferaasiaktiivisuusarvot 
eivät siis eroa kuljettimien lusiferaasiaktiivisuusarvoista merkittävästi. Lusi-
feraasiaktiivisuus ei laske vähitellen 24 tunnin inkubaation jälkeen, kuten rasva-
kudosten lusiferaasiaktiivisuus (Kuvio 5 & 7), vaan laskee nopeasti jo 48 tunnin 
inkubaation jälkeen. 
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Kuvio 8. Mesenkymaalisten stroomasolujen lusiferaasiaktiivisuus. Kuljettimien- 
ja hoitojen arvojen keskiarvot (CPU/mg proteiinia) ja keskihajonnan virhepalkit. 
Soluviljelmät olivat ensimmäiset 24 tuntia hoidoissa. 
Mesenkymaalisten stroomasolujen suhteutetun lusiferaasiaktiivisuuden (Kuvio 
9) avulla nähdään edelleen, että ainoastaan 24 tunnin inkubaatioajan hoitojen 
vaste on tarpeeksi korkea kuljettimeen nähden. Muiden inkubaatioaikojen hoito-
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Kuvio 9. Mesenkymaalisten stroomasolujen kuljetinkontrolliin suhteutettu lusi-
feraasiaktiivisuus. Kuljettimen keskiarvo on asetettu arvoon 1. Hoitojen suhteu-
tetut arvot on jaettu kyseisen inkubaatioajan kuljettimien keskiarvolla. 
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5.4 Tulosten tarkastelu 
Maitorauhasten- ja gonadaalisen rasvakudoksen lusiferaasiaktiivisuus säilyi 
kudoksissa ensimmäisen kolmen vuorokauden ajan sekä pelkässä elatusai-
neessa (hoidot laitettiin 24 tuntia ennen kudospalojen keräystä elatusaineesta) 
että kuljettimissa ja hoidoissa.  Vahvimmillaan lusiferaasiaktiivisuus mitattiin 24 
tunnin inkubaation jälkeen. Myös 48 tunnin ja 72 tunnin inkubaation jälkeen lusi-
feraasiaktiivisuutta pystyttiin stimuloimaan, tosin 72 tunnin inkubaation jälkeen 
rasvakudosten vaste säilyi pelkässä elatusaineessa korkeana. Lusiferaasiaktii-
visuuksien tasot vaihtelivat kuitenkin runsaasti. 48 tunnin ja 72 tunnin inkubaa-
tion jälkeisistä tuloksista ei siis saatu toistuvasti tilastollisesti merkitseviä eroja.  
Maitorauhasten- ja gonadaalisen rasvakudoksen pitäminen hoidoissa pidem-
män aikaa kuin 24 tuntia ei nosta rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuuden vastet-
ta. Optimaalinen inkubaatioaika hoidoille on siis 24 tuntia. Koiraiden maitorau-
hasten rasvakudoksien 24 tunnin inkubaation jälkeinen kuljettimen ja hoitojen 
välinen ero ei ollut tilastollisesti merkitsevä, mutta tämän poikkeaman voi olettaa 
johtuvan kudosten valmisteluvaiheessa tapahtuneesta virheestä. Kaikista muis-
ta 24 tunnin inkubaation jälkeisistä tuloksista saatiin toistuvasti parhaimmat erot 
kuljettimien ja hoitojen välillä verrattuna muihin inkubaatioaikoihin. 
Mesenkymaalisten stroomasolujen lusiferaasiaktiivisuutta saatiin stimuloitua eri 
inkubaatioajoilla, mutta ainoa selkeä ja tilastollisesti merkitsevä vaste saatiin 24 
tunnin inkubaation jälkeen. Muiden inkubaatioaikojen lusiferaasiaktiivisuudet 
eivät nousseet tarpeeksi verrattuna kuljettimien lusiferaasiaktiivisuuksiin. Me-
senkymaalisten stroomasolujen optimaalinen inkubaatioaika on siis 24 tuntia 
hoidossa. Mesenkymaalisten solujen jättäminen hoitoihin pidemmäksi aikaa ei 
nosta solujen vastetta. Mesenkymaalisten solujen lusiferaasiaktiivisuuden vaste 
ei myöskään laske vähitellen alas, kuten rasvakudosten lusiferaasiaktiivisuus, 
vaan tippuu 24 tunnin jälkeisissä inkubaatioajoissa suoraan liian matalaksi.  
Mesenkymaalisten stroomasolujen hoitojen inkubaatioon ei voida käyttää muuta 
kuin 24 tuntia. 
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6 POHDINTA 
Tämän opinnäytetyön tehtäviä olivat maitorauhasten- ja gonadaalisen rasvaku-
doksen sekä mesenkymaalisten stroomasolujen kerääminen hARO-Luc-hiiriltä 
sekä käytettyjen 250 nM deksametasoni- ja 5 ng/ml TNFα-hoitojen optimaalisen 
inkubaatioajan määrittäminen näille kudoksille. Tämä tutkimustehtävä suoritet-
tiin keväällä 2014. 
Rasvakudosten ja mesenkymaalisten stroomasolujen optimaaliseksi inkubaa-
tioajaksi määritettiin tässä opinnäytetyössä 24 tunnin inkubaatioaika.  Kyseinen 
inkubaatioaika vastasi oletettua, jo aikaisemmin menetelmässä käytettyä, inku-
baatioaikaa. Lusiferaasiaktiivisuus ei nouse, vaikka rasvakudoksia pidettäisiin 
hoidoissa pidemmän aikaa. Menetelmää optimoimalla saatiin myös selville, että 
mesenkymaaliset stroomasolut säilyttävät lusiferaasiaktiivisuutensa vain en-
simmäisen 24 tunnin ajan.  
Kaiken kaikkiaan tämän opinnäytetyön aineisto saatiin kuudesta hARO-Luc –
hiirestä. Määrä ei ole suuri, mutta saadut tulokset olivat toistuvia ja niitä vertai-
lemalla toisiinsa pystyttiin tekemään johtopäätökset luotettavista inkubaatio-
ajoista. Aineistoa käsitellessä Excel-ohjelmalla huomattiin, että rasvakudosten 
signaalitasot (CPU:t) vaihtelivat paljon eri kudospalojen välillä. Lusiferaasiaktii-
visuustason vaihtelu on luultavasti selitettävissä eläinkohtaisilla eroilla. 
CPU:den vaihteluun eri kudospalojen välillä on voinut vaikuttaa myös rasvaku-
doksien rakenteen kevyt hajottaminen kirurginveitsellä. Veitsenterä tylsistyi no-
peasti muutaman rasvakudospalan käsittelyn jälkeen, mikä hankaloitti kudospa-
lojen tasaista käsittelyä. 
Naarashiirten gonadaalinen rasvakudos jätettiin pois tuloksista, koska niistä ei 
onnistuttu saamaan vastetta lusiferaasiaktiivisuutta mitattaessa. Lusiferaasiak-
tiivisuuden mittaus uusittiin kertaalleen ja tulos oli sama, joten käsittelyssä ta-
pahtui virhe, mitä luultavimmin kuljettimien ja hoitojen laimentamisessa. Hiiriä oli 
varattu tämän opinnäytetyön tekemiseen rajattu määrä, joten gonadaalisen ras-
vakudoksen lusiferaasiaktiivisuutta naarashiirillä ei pystytty uusimaan. Tämän 
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opinnäytetyön menetelmät toteutettiin ohjeiden mukaisesti, joten ne pystytään 
kaikki uusimaan tarpeen mukaan.  
Tämän opinnäytetyön aihe oli opinnäytetyön tekijälle vieras ja lähdemateriaali 
oli pääosin englanninkielinen, mikä loi haasteita tämän opinnäytetyön teoria-
osuuden kirjoittamisessa. Myös tässä opinnäytetyössä käytetyt menetelmät oli-
vat opinnäytetyön tekijälle uusia. Teoriaosuus ja tutkimustulokset on käyty läpi 
tämän opinnäytetyön ohjaajan Niina Saarinen-Aaltosen kanssa asiavirheiden 
välttämiseksi sekä tulosten luotettavuuden turvaamiseksi. 
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